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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder efngerefchten Unterlagen entnotnmen 

® Neue fur das thrE-Gen codierende Nukleotidsequenzen und Verfahren zur fermentativen Herstellung von 
L-Threonin mit coryneformen Bakterien 

© Dfe Erfindung betrifft in coryneformen Mikroorganis- 
men replizierbare, bevorzugt rekombinante DNA mft der 
HerkunftCorynebacterium, diezumindest eine Nukleotid- 
sequenz enthait, die fur das thrE-Gen codtert, und ein Ver- 
fahren zur Herstellung von L-Threonin, das dadurch ge- 
kennzetchnet ist, daS man folgende Schrttte durchfuhrt 

a) Fermentation von Mikroorganismen, in denen zumin- 
dest das thrE-Gen verstarkt (uberexprimiert) wird, ggf, in 
Kombination mit weiteren Genen, 

b) Anreichung des L-Threonins im Medium oder in den 
Zellen der Mikroorganismen und 

c) Isolieren des L-Threonins. 
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Beschreibung 

Gegenstand dcr Erfindung and filr das thrE-Gen kodiercnde Nukleotidsequenzen und Verfahren zur fermcntativcn 
Herstellung von L-Threonin umer Verwendung von coryneformen Bakterien, in denen das thrE-Gen verstarkt wird 

5 . 

Stand dcr Technik 

L-Threonin findet in der Herernahrung, in der Humanmedizin und in der pharmazeutischen Industrie Anwendung. 
Es ist bekannt, daB L-Threonin durch Fermentarion von Staminen coryneformer Bakterien insbesondere Corynebac- 
ao terium glutainicum hergestellt werden kann. Wegen der groBen Bedeutung wird standig an der Verbesserung der Her- 
steliverfahren gearbeitet. Verfahrensbesserungen konnen fermentationstechnische MaBnahinen wie z. B. Ruhrung und 
Versorgung mit Sauerstoff, oder die Zusammensetzung der Nahrraedien wie z, B. die Zuckerkonzentration wahrend der 
Fermentation, oder die Aufarbeitung zur Produktform durch z. S. Ionenaustauschchromatographie oder die intrinsischen 
Leistungseigenschaften des Mikroorganismus selbsf betreffen. 
15 Zur Verbesserung der Leistungseigenschaften dicscr Mikroorganismcn werden Mcthoden dcr Mutagenesc, Selcktion 
und Mutantenauswahl angewendet. Auf diese Weise erhait man Stamme, die resistent gegen Antimetabolite wie z. B. das 
Threonin-Analogon a-Amino-p- Hydroxy valeriansaure (AHV) oder auxotroph fur regulatorisch bedeutsame Aminosau- 
ren sind und L-Threonin produzieren. 

Seit einigen Jahren werden ebenfalls Methoden der rekombinanten DNA-Technik zur Stammverbesserung L-Threo- 
20 nin produzierender Stamme von Corynebacterium cingesetn, indem man einzelne Threomn-Biosynthesegene amplifi- 
ziert und die Auswirkung auf die L-Threonin-Produktion untersucht. 

Aufgabe der Erfindung 

25 Die Erfinder haben sich zur Aufgabe gesiellt, neue MaBnahmen zur verbesserten fennentauven Herstellung von L- 
Threonin bereitzustellen. 

Beschreibung der Erfindung 

30 L-Threonin findet in der Ticrernahrung, in der Humanmedizin und in der pharmazeutischen Industrie Anwendung. Es 
besteht daher ein allgemeines Interesse daran neue verbesserte Verfahren zur Herstellung von I/-Threonin bereitzustel- 
len. 

Gegenstand der Erfindung ist eine in coryneformen Mikroorganismen replizierbare, bevorzugt rekombinante DNA 
mit der Herkunft Corvnebacterium, die zumindest die Nukleotidsequenz enthalt, die flir das thrE-Gen, dargestellt in der 
35 SEQ-ID-No. 1 und SEQ-E>-No. 3, codiert. 

Gegenstand ist ebenfalls eine replizierbare DNA gemaB Anspruch 1 mit: 

(i) den Nukleotidsequenzen, gezeigt in SEQ-ID-No. 1 oder SEQ-ID-No. 3. die fur das thrE-Gen codieren, oder 

(ii) mindestens einer Sequenz, die den Sequenzen (i) innerhalb des Bereichs der Degeneration des genetischen 
40 Codes entspricht, oder 

(iii) mindestens einer Sequenz, die mit der zu den Sequenzen (i) oder (ii) kompleraentarcn Sequenz hybridisiert, 
und/oder gcgebencnfalls 

(iv) funktionsneutralen Sinnmutationcn in (i). 

45 Ebenso sind coryneforme Mikroorganismen, insbesondere der Gattung Corynebacterium, transformiert durch die Ein- 

fuhrung der genannten replizierbaren DNA Gegenstand der Erfindung. 
Die Erfindung betrifft schliefilich ein Verfahren zur fermentativen Herstellung von L-Threonin unter Verwendung von 

coryneformen Bakterien, die insbesondere bereits L-Threonin produzieren und in denen die fur das thrE-Gen codieren- 

de(n) Nukieotidsequenz(en) verstarkt, insbesondere uberexprimiert werden. 
50 Der Begriff M Verstarkung'* beschreibt in diesem Zusaminenhang die Erhohung der intrazeilularen Akti vitat eines oder 

mehrerer Enzyme in eineni Mikroorganismus, die durch die entsprechende DNA kodiert werden, indem man beispiels- 

weise die Kopienzahl des Gens bzw. der Gene erhoht, einen starken Promotor oder ein Gen verwendet, das fur ein ent- 

sprechendes Enzym mit einer hohen AktivitSt kodiert und gegebenenfalls diese MaBnahmen kombiniert 
Die Mikroorganismen, die Gegenstand der voriiegenden Erfindung sind, konnen L-Threonin aus Glucose, Saccharose, 
55 Lactose, Fructose, Maltose, Melassc, Starke, Cellulose oder aus Glycerin und Ethanol herstcllen. Es kann sich um \fcr- 

trcter coryneformer Bakterien, insbesondere dcr Gattung Corynebacterium handcln. Bci dcr Gattung Corynebacterium 

ist insbesondere die Art Corynebacterium glutamicum zu nennen, die in der Fachwelt flir ihre Fahigkeit bekannt ist, L- 

Aminosauren zu produzieren. 
Geeignete Stamme der Gattung Corynebacterium, insbesondere der Art Corynebacterium glutamicum, sind besonders 
60 die bekannten Wildtypstamme: 

Corynebacterium glutamicum ATCC 13032, 

Corynebacterium acetoglutamicum ATCC 15806, 

Corynebacterium acetoacidophilum ATCC 13870, 

Corynebacterium melassecola ATCC17965, 
65 Corynebacterium thermoaminogenes FERM-BP- 1 539, 

Brevibacterium ftavum ATCC14067, 

Brevibacterium lactofermentum ATCC13869 und 

Brevibacterium divaricatum ATCC 14020 
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und daraus hergesteilte L-Threonin produziercnde Mutantcn bzw. Stamme, wie beispiclsweise 
Corynebacterium glutamicum ATCC2 1 649, , 
Brevibacterium flavum BB69, 
Brevibacterium flavum DSM5399, 

Brevibacterium laciofennentum FERM-BP 269, 5 
Brevibacterium laciofennentum TBB-10. 

Den Erfindem gelang es, das thrE-Gen von Corynebacterium glutamicum zu isolieren. Zur Isolierung des thrE-Gens 
wird zunachst eine im thrE-Gen defekte Mutante von C. glutamicum hergestellt. Hierzu wird ein geeigneter Ausgangs- 
stamm wie z. B. ATCC14752 oder ATCC13032 einem Mutagenese-Verfahren unterworfen. 

Klassische Mutagenese-Verfahren sind die Behandlung mil Chemikalien wie t. B. N-Memyl-N-Nitro-N-Nitrosogua- 10 
nidin oder UV-Bestrahlung. Derariige Verfahren zur Mutationsauslosung sind allgemein bekannt uod konnen unter an- 
derem bei Miller (A Short Course in Bacterial Genetics, A Laboratory Manual and Handbook for Escherichia eoli and 
Related Bacteria (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1992)) oder im Handbuch "Manual of Methods for General Bac- 
teriology'* der American Society for Bacteriology (Washington D. G, USA, 1981) nachgelesen werden. 

Ein andcres Mutagenese-Verfahren ist die Mcthode der Iransposonmutagcnese, bei der die Eigenschaft cines Trans- 15 
posons ausgenutzt wird, in DNA-Scquenzcn zu "springen" und dadurch die Funktion des betreffenden Gens zu storen 
V bzw. auszuschalten. Transposous coryneformer Bakterien sind in der Fachwelt bekannt So wurden aus Corynebacterium 

xerosis Stamm M82B das EtyUTromycinresisienz-TVansposon Tn5432 (Tauch et al.. Plasraid (1995) 33: 168-179) und 
das Chlorampbenicolresisienz-Transposon Tn5546 isoliert. 

Ein anderes Transposon ist das 'IVansposon Tn5531, das bei Ankri et al (Journal of Bacteriology (1996) 178: 20 
4412-4419) beschrieben wird und beispielhaft im Laufe der vorliegenden Erfindung eingesetzt wurde. Das Transposon 
Tn5531 cnthalt das aph3-Kanamycinresistenzgen und kann in Form des Plasmidvektors pCGL0040 verabreicht werden, 
der in Fig. 1 dargestcllt ist. Die Nuk(eotidsequenz des Transposons Tn553l ist unter der Zugangsnummer (accession 
number) U53587 bei dem National Center for Biotechnology Information (NCBI, Bethesda, MD, USA) frei verrugbat 

Nach erfolgter Mutagenese, vorzugsweise Transposon-Mutagenese, wird eine im thrE-Gen defekte Mutante gesuchL 25 
Eine im thrE-Gen defekte Mutante wird daran erkannU daB sie auf Minimalagar gutes Wachstum, aber auf Minimalagar, 
der mit Threonin haltigen Oligopeptiden wie z. B. dem Tripeptid Threonyl-threonyl-Threonin supplementiert wurde, 
schlechtes Wachstum zeigt, 

Ein Beispicl rur eine dcrartige Mutante ist der Stamm ATCC14752AilvAthrE::Tn5531. 

Ein auf die beschriebene Wcisc hergcstelltcr Stamm kann dann rur die Isolierung und KJonierung des thrE-Gens ver- 30 
wendet werden. 

Hierzu kann eine Genbank des interessierenden Bakteriums angelegt werden. Das Anlegen von Genbanken ist in all- 
gemein bekannten Lehrbuchem und Handbuchem niedergeschrieben. AIs Beispiei seien das Lehrbuch von Winnacker. 
Gene und Klone, Eine Einfuhrung in die Gentechnologie (Verlag Chemie, Weinheim, Deutschland ? 1990) oder das 
Handbuch von S ambrook et al.: Molecular Cloning, A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1 989) 35 
genannt. Eine sehr bekannte Genbank ist die des E.-coli-K-12-Stanraies W3110, die von Kohara el al. (Cell 50, 495-508 
(1987)) in Wekloren angelegt wurde. Bathe ei al. (Molecular and General Genetics, 252: 255-265, 1996) beschreiben 
eine Genbank von C. glutamicum ATCC 13032, die mit Hilfe des Cosmidvektors SuperCos I (Wahl et al.. 1987, Procee- 
dings of the National Academy of Sciences USA, 84: 2160-2164) im R-coli-K-12-Stamm NM554 (Raleigh et al., 1988, 
Nucleic Acids Research 1 6: 1563-1575) angelegt wurde. Fur die vorliegende Erfindung eignen sich solche \fektoren, die 40 
in coryneformen Bakterien vorzugsweise Corynebacterium glutamicum replizieren. Derartige Vektoren sind aus dem 
Stand der Tcchnik bekannt; als Beispicl sci der Plasmidvektor pZl genannt, der bei Menkel et al. (Applied and Environ- 
mental Microbiology (1989) 64: 549-554) beschrieben ist. Die auf die beschriebene Wcise erhaltene Genbank wird an- 
schlieBend mittels Transformation oder Elektroporation in den im thrE-Gen defekten Indikatorstamm uberfuhrt und sol- 
che Transforraanten gesucht, die die Fahigkeit besitzen, in Gegenwart Threonin-haltiger Oligopeptide auf Minimalagar 45 
zu wachsen. Das klonierte DNA-Fragment kann anscblieBend einer Sequenzanalyse unterzogen werden. 

Bei Verwendung einer durch Tn5531 -Mutagenese erzeugten Mutante eines coryneformen Bakteriums wie z.B. der 
Stamm ATCC14752AilvAthrE::Tn5531 kann das thrE::Tn5531-Al!el direkt unter Ausnutzung des in ihm enthaltenen 
Kanamyctnreststenzgens aph3 kloniert und isoliert werden. Hierzu verwendet man bekannte Kloniervektoren wie z. B. 
pUC18 (Norrander et al., Gene (1983) 26: 101-106 und Yanisch-Perroo et al., Gene (1985) 33: 103-119). Als Bonier- 50 
wirte eignen sich besonders solche E.-coii-Stamme, die restriktions- und rekombinationsdefekt sind. Ein Beispiei hierfur 
ist der Stamm DHSamcr, der von Grant et al. (Proceedings of the National Academy of Sciences USA, 87 (1990) 
4645-4649) beschrieben wurde. Die Seiektion auf Transfonnanten erfolgt in Gegenwart von Kanamycin. Die Plasmid- 
DNA der erhaltenen Transformanten wird anschlieBend sequenzierL Hierzu kann die von Sanger et al. (Proceedings of 
the National Academy of Sciences of the United States of America USA (1977) 74: 5463-5467) beschriebene Didcoxy- 55 
Kettenabbruchmethode verwendet werden. Hiemach erhalt man die stromaufwarts und stromabwarts des Tn5531-Inser- 
tionsortes thrE-Gensequenzen. Die erhaltenen Nukleotidsequenzen werden dann mit kommerziell erhaltlichen Sequenz- 
analyse-Programmen wie z. B. dem Programmpaket Lasergene (Biocomputing Software for Windows, DNASTAR, Ma- 
dison, USA) oder dem Programmpaket HUSAR (Release 4.0, EMBL, Heidelberg, Deutscbland) analysiert und zusara- 
mengefugt. 60 

Auf diese Weise wurde die neue fur das thrE-Gen kodierende DNA-Sequenz von C. glutamicum erhalten, die als SEQ- 
ID No 1 Bestandteil der vorliegenden Erfindung ist. Weiterhin wurde aus der vorliegenden DNA-Sequenz mit den oben 
beschriebenen Methoden die Aimnosauresequenz des entsprechenden Proteins abgeieitei. In SEQ-ID No 2 ist die sich er- 
gebende Aminosauresequenz des LhrE-Ge nproduktes dargestellt. 

Kodierende DNA-Sequenzen, die sich aus SEQ-ID No 1 durch die Degeneriertheit des genetischen Codes ergeben, 65 
sind ebenfalls Bestandteil der Erfindung. In gleicher Weise sind DNA-Sequenzen, die mit SEQ-ID No 1 oder Teilcn von 
SEQ-ID No 1 hybridisieren, Bestandteil der Erfindung. In der Fachwell sind weiterhin konservative Aminosaureaustau- 
sche wie z. B. Austausch von Glycin gegen Alanin oder von Asparaginsaurc gcgen Glutaminsaure in Proteinen als 
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. h^mnL die zu keincr erundsatzlichen Veranderung der Aktivitat dcs Proteins fuh- 
"Sinnmutanoncn" (sense nu.tat.ow) "^£2iSCS!Sd am N- und/oder C-Termiijus eincs Proteins des- 
rcn, d. h. ninktionsncutral sind. Weitcrhin ist bckanm, dan amw^ Ancabcn bierzu findct der Fachmann un- 

«, Hni »*) atom, » u.plitara. Aitaiuopo h "™J°^^*^Xl UK. WW) rad Wtfc.im 
COM* PCR (Spdnm Atakmri" .**». ™S Site. ™<i«*«*" v» inteoote 

OBsop^ld Whnwaon nicht <*,»«. 8 «us und. 

tiert und so das thrBOen erhalt. 

Die Erfinder fanden heraus, daB coryneforme Bakterien nach Obcrespression des thrE-Gcns in verbcsserter Weise L- 

Threonin produzieren. v„ n i e n75hl der entsnrechenden Gene erhoht werden, oder es kann die 

Zur Erzielung einer tJberexpresston ^™ ^^™^3 B P ^ h stro maufwarts des Strukmigens befmdet, 
Promoter- und Regulauonsregion oder die *^ men * ndu ^ st *7; ^J^tototote* Strukturgens eingebaut werden. 
mutiert werden. In gleicher Weise ^.fj^f^SS«te»^ L^eonin-Pro- 
Durch induzierbare Promotoren ist es zusatzhch moglich * ^™™" ^ ebenfalls ^ Expression 
duktion zu steigern. Durch MaBnahmen zur Verlangerung ^ ^n^auerder n ^ m v P ersiarkt . 

verbessert. Weiterhin wird durcb Verbinderung ^^3^1^ oder in, Chro- 

anderung der Medienzusammensetzung und Kulturfuhrung eneicht werden. , 37 _ 146 (l987)) bei 

/nle^n^ 

Guerrero et aL (Gene 138, 35-41 (1994)), lsucniya una ™™i 8 v « 4,601,893, bei Scbwarzcr 

aL (Gene 102 93-98 (1991)), in d«Europ^ 

und PUhler (Bio/Technology 9, 84-87 (1991), bo 1001-1007 (1993)). in der Patentanmeldung 

126-132 (1994)), bei LaBarre et A. (Journal of Bacteno ^^^^^^^.10-^91. 
WO 96/1 5246, bei MalurabresetaL Gene 134 15-24 Ji J «5(W98» bei Makrides (Microbiological Re- 

Zitronensaure-Zyklus zu ubcrexprimieren. So kann bcispielswcise: 

of Biochemistry 254. 395-403 (1998)) 

uberexprimiert werden. . , .... ft „ in n-hen der tJberexpression des thrE-Gens uner- 

Weiterbin kann es fur die Produktion von ^^^*'^"S^S^^reeding of Amino Acid 

Press, London. UK. 1982 und Beil undTvimcr, Biochemical Journal 156, 449-458 (1 976)). 
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Die erfindungsgemafi hcrgestellten Mitawrganismen konnen kontinuieriich odcr cuskontinuieriich im Batch- Verfah- 
rcn (Satzkultivierung) odcx im fed batch CZulaufverfahren) odcr repeated fed batch-\ferfahrcn (repctidves Zulaufverfah- 
ren) zura Zweckc der Produktion von T^Thrconin kultiviert werden. Fine Zusammenfassung ubcr bekannte Kultivic- 
rungsraethoden sind imtehrrmch von Chmiel (Bioprozesstechnik I. EinfUhrung in die Bioveifahrensrechnik (Gustav Fi- 
scher-Veriag, Stuttgart, 1991)) oder im Lehrbuch von Storhas (Bioreaktoren und periphere Finrichtungen (Vieweg-Ver- 5 
lag, Braunschweig/Wiesbaden, 1994)) beschrieben. 

Das zu verwendende Kulrurmedium mufi in geeigneter Weise den Ansprilchen der jeweiligen Stamme genugen. Be- 
schreibungen von Kulturmedien verschiedenener Mikroorganismen sind im Handbuch "Manual of Methods for General 
• Bacteriology" der American Society for Bacteriology (Washington D. C, USA, 1981 ) enthalten. Als KohlenstoffqueUe 
konnen Zucker und Kohlehydrate, wie z. B. Glucose, Saccharose. Lactose, Fructose, Maltose, Melasse, Starke und Cel- to 
lulose; Ole und Fette, wie z. B. SojaoL Sonnenblumenol, Erdnussol und Kokosfett; Fettsauren, wie z. B. Palmidnsaure, 
Stearinsaure und Linolsaure; Alkohole, wie z. B. Glycerin und Ethanol und organische Sauren, wie z. B. Essigsaure ver- 
wendet werden. Diese Stoffe konnen einzeln oder als Mischung verwendet werden. Als Stickstoffquelle konnen organi- 
sche Stickstoff-haltige Verbindungen, wie Peptone, Hefeextrakt, Fleischextrakt, Malzextrakt, Maisquellwasser, Sojaboh- 
nenmehl und Hamstofif oder anorganische Verbindungen, wic Ammoniumsulfat, Ammoniumchiorid, Ammoniumphos- 15 
phat, Ammoniumcarbonat und Ammoniumnitrat verwendet werden. Die Stickstoffquelien konnen einzeln oder als Mi- 
schung verwendet werden. Als Phosphorquelie konnen Phosphorsaure, Kaliumdihydrogenphosphat oder Dikaliumhy- 
drogenphosphat oder die entsprechenden Natrium-haitigen Salze verwendet werden. Das Kultunnedium mufi weiterhin 
Salze von Metallen enthalten, wie z. B. Magnesiumsulfat oder Eisensulfat, die l\ir das Wachstum notwendig sind. 
SchueSlich konnen essendelle Wuchsstoffe, wie Aminosauren und Vitamine zusatzlich zu den oben genannten Stoffen 20 
eingesetzt werden. Dem Kulturmedium konnen uberdies geeignete \brstufen zugesetzt werden. Die genannten Einsatz- 
stoffc konnen zur Kultur in Form eincs cinmaligen Ansatzcs hinzugegeben odcr in geeigneter Wcisc wahrend der Kuiti- 
vierung zugefiitten werden. 

Zur pH-Kontrolie der Kultur werden basische Verbindungen wie Natriumhydroxid, Kaliumhydroxid, Ammoniak bzw. 
Ammoniakwasser oder saure Verbindungen wie Phosphorsaure oder Schwefelsaure in geeigneter Weise eingesetzt Zur 25 
Kontrolle der Schaumentwicklung konnen Antischaummittel wie z. B. Feltsaurepolyglykolester eingesetzt werden. Zur 
Aufrechterhaltung der Stabilitat von Plasmiden konnen dem Medium geeignete, selekdv wirkende StorTe, z. B. Antibio- 
tika hinzugefiigt werden. Urn aerobe Bedingungen aufrechtzuerhalten, werden SauerstorT oder Sauerstoff-haltige Gasnu- 
schungen, wie z. B. Luft in die Kultur eingctragen. Die Tempcratur der Kultur licgt normaierweise bei 20°C bis 45°C und 
vorzugsweisc bei 25°C bis 40°C. Die Kultur wird solangc fortgesetzt, bis sich cin Maximum an L-Thrconin gebildet hat. 30 
Dieses Ziel wird normaierweise innerhalb von 10 Stunden bis 160 Stunden erreicht. 

Die Analyse von L-Threonin kann durch Anionenaustauschchromatographie mit anschlieBender Ninhydrin-Derivati- 
sierung erfolgen, so wie bei Spackman et al. (Analytical Chemistry, 30, (1958), 1190) beschrieben, oder sie kann durch 
reversed phase HPLC erfolgen, so wie bei Lindroth et al. (Analytical Chemistry (1979) 51: 1167-1174) beschrieben. 

Folgende Mikroorganismen wurden bei der Deutschen Sammlung fur Mikrorganismen und Zellkulturen (DSMZ, 35 
Braunschweig, Deutschland) gemafi Budapester Vertrag hinterlegt: 

- Brevibacterium flavum Stamm DM368-2 pZlthrE als DSM 12840, 

- Escherichia coli Stamm GM2929pCGL0040 als DSM 12839. 

40 



Beispieie 

Die vorliegende Erflndung wird im folgenden anhand von Ausfiihrungsbeispielen naher erlautert. 

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus Escherichia coU sowie alle Techniken zur Restriktion, Klenow- und alkalische 45 
Phosphatasebehandlung wurden nach Sambrook et al. (Molecular cloning. A laboratory manual (1989) Cold Spring Har- 
bour Laboratory Press) durchgefUhrt. Die Transformation von Escherichia coli wurde, wenn nicht anders beschrieben, 
nach Chung et al. (Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America USA (1989) 86: 
2172-2175) durchgefUhrt. 

Beispiel 1 

Klonierung und Sequenzierung des thrE-Cens von Corynebacterium glutamicum ATCC14752 

1 . Transposonmutagenesc und Mutantenauswahl 55 

Der Stamm Corynebacterium glutamicum ATCCi4752AilvA wurde einer Mutagenese mit dem Transposon Tn5531 
unterworfen, dessen Sequenz unter der Accession-Nuramer U53587 in der Nukleodd-Datenbank des National Center for 
Biotechnology Information (Bethesda, USA) hinterlegt ist Der Einbau einer Deletion in das ilvA-Gen von Corynebac- 
terium glutamicum ATCC14752 wurde mil dem bei Schafer eL al. (Gene (1994) 145: 69-73) beschriebenen System zum 60 
Genaustausch durchgefUhrt. Dazu wurde der von Sahm et al. konstruierte Inaktivierungsvektor pK19mobsacBAilvA 
(Applied and Environmental Microbiology (1999) 65: 1973-1979) zur Deletion verwendet Zunachst wurde der Methy- 
lase-defekle Escherichia coli Stamm SCSU0 (Jerpseth und Kretz, STRATEGIES in molecular biology 6, 22. (1993)) der 
Firma Stratagene (Heidelberg, Deutschland) mit 200 ng des Vektors pK19mobsacBAilvA transfbrmiert Transformanien 
wurden anhand ihrer Kanamycinresistenz auf 50 ug/mL Kanamycin enthaitenden LB-Agarplatten idenafizierL Aus einer 65 
der Transformanten wurde das Ptasmid pK19mobsacBAilvA prapariert. Mittels Elektrorwration (Haynes et aL, FEMS 
Microbiology Letters (1989) 61: 329-334) wurde dieses maktmerungspiasmid dann in den Stamm Corynebacterium 
glutamicum ATCC14752 cingcbrachi. Klone. bei dencn der Inaktivierungsvektor im Gcnom integriert vorlag, wurden 
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anhand ihrer Kanamycinresistenz auf 15 ug/mL Kanamycin enthaltenden LBHIS-Agarplatten idenufizicrt (Liebl et al, 
FEMS Microbiology Letters (1 989) 65: 299-304). Urn auf die Excision des Vektors zu selektieren. wurden Kanamycin- 
rcsistcnte Klone auf Saccharosc-haltigcm IJ3G-Medium (LB-Medium mit 15 g/L Agar, 2% Glucose und 10% Saccha- 
rose) ausplattiert. Dabei wurden Kolonien erhalten, welche den Vektor durch ein zweites Reknrabinationsereignis wfeder 

5 verloren haben (Jager et aL; Journal of Bacteriology (1992) 174: 5462- 5465). Durch Oberimpfen auf Mininaalmedium- 
plalten (CGXH-Medium mit 15 g/L Agar (Keilhauer et al., Journal of Bacteriology (1993) 175: 5595 -5603)) mit und 
ohne 300 mg/L L-Isoieucin, bzw. mit und ohne 50 ug/mL Kanamycin wurden sechs Klone isoiiert, die durch Excision 
des Vektors Kanamycin sensitiv und Isoleucin auxotroph waren, und bei denen nun das unvollstandige ilvA-Gen (AilvA- 
Allel) im Genom vorlag. Einer dieser Klone wurde als Siamm AIXXl4752AiWA be2eichnet und zur Transposonmuia- 

10 genese eingesetzt. 

Aus dem Methylase-defekten E.-coli-Stamm GM2929pCGL0040 (E. coti GM2929: Palmer et aL Gene (1994) 143: 
1-12) wurde das Plasmid pCGL0040 isoiiert, welches das zusammengesetzte lYansposon Tn5531 enthait (Ankri et ai., 
Journal of Bacteriology (1996) 178: 4412-4419). Der Stamm Cory neb acterium glutamicum ATCC14752AilvA wurde 
mittels Elektroporation (Haynes et al., FEMS Microbiology Utters (1989) 61: 329-334) mit dem Plasmid pCGL0040 

15 transformiert. Klone, bei denen das Transposon Tn5531 ins Genom integricrt war, wurden anhand ihrer Kanamycinrcsi- 
stenz auf 15 ug/mL Kanamycin enthaltenden LBHIS-Agarplatten identifiziert (Liebl et al., FEMS Microbiology Letters 
(1989) 65: 299-304). Auf diese Weise wurden 2000 Klone erhalten, welche auf verzogertes Wachstum in Anwesenheit 
von Threonyl-Uireonyl-ihreonin uberprUft wurden. Dazu wurden alle Klone einzeln auf CGXE-Minimalmedium-Agar- 
platten mil und ohne 2 tnM Threonyl-mreonyl-threonin iibertragen. Das Medium war identisch mil dem bei Keilhauer et 

20 al. beschriebenen Medium CGXIi (Journal of Bacteriology (1993) 175: 5593-5603), enthielt aber zusatzlich 25 ug/mL 
Kanamycin, 300 mg/L L-Isoleucin und 15 g/L Agar, Die Zusammensetzung des von Keilhauer et al. beschriebenen Me- 
diums ist in Tabelle 1 dargestcllt. 



Tabelle 1 

25 

Zusammensetzung des Mediums CGXII 



Komponente 


Konzentration 


(NH 4 ) 2 S0 4 


20 g/L 


Harnstof f 


5 g/L 


KH2PO4 


1 g/L 


K 2 HP0 4 


1 g/L 


MgS0 4 x 7 H 2 0 


0,25 g/L 


3-Morpholinopropansulfons£ure 


42 g/L 


CaCl 2 


10 mg/L 


FeS0 4 x 7 H 2 0 


10 mg/L 


MnS0 4 x H 2 0 


10 mg/L 


ZnS0 4 x 7H 2 0 


1 mg/L 


CuS0 4 


0,2 mg/L 


NiCl 2 x 6 H 2 0 


0,02 mg/L 


Biotin 


0,2 mg/L 


Glukose 


40 g/L 


Protokatechus£ure 


30 mg/L 



Die Agarplatten wurden bei 30°C inkubiert und das Wachstum nach 12, 18 und 24 Stunden untersucht. Es wurde eine 
60 Transposonmutante erhalten, die ohne Threonyl-lhreonyl-threonin vergleichbar mit dem Ausgangsslamm Corynebacte- 
rium glutamicum ATCC14752AilvA wuchs, in Anwesenheit von 2 mM Threonyl-threonyl-threonin aber verzogertes 
Wachstum zeigte. Diese wurde als ATCC14752AilvAthrE::Tn5531 bezeichnet. 

2. Klonierung und Sequenzierung des Insertionsortes von Tn5531 in ATCC14752AilvAthrE::Tn553l 

65 

Urn den stromaufwarts des Transposons Tn553l gelegenen Insertionsort in der in Beispiel 1.1 beschriebenen Mutante 
zu klonieren, wurde zunachst die chromosomale DNA dieses Mutantenstammes, wie bei Schwarzer et al (Bio/Techno- 
logy (1990) 9: 84-87) beschrieben, isoiiert und 400 ng davon mit der Rcstriktionscndonuklcase EcoRI geschnittcn. Der 



6 
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^^^^^^^^^^^^^ 

(1V88) 10. oi./ -oihj/. raAMiirillin- und Kanamvcinrcsistcnz auf 50ng/mL Carbenicilhn und 

klonicrt voriagen. wurden anhand ^J^ c ^ fi ^ die Plasmide pra- 

25 ^ d «^ Die Nuldeotidsequenz des Insemons- 

panert u ° d d ^ h . Re i" k "°^ groB en Insert wurde nach der Dideoxy-Kettenabbruchmethode von 

ones auf e.nem der ^^XXademy of Sciences of the United Stales of America USA (1977) 

wSSkb^ 

dergegeben. 25 

Beispiel 2 

Klonierung und Sequenzierung des Ciens thrE aus Corynebacterium gluUmicum ATCC13032 

aus SEQ-ID-No 1 abgeleiteter OUgonukleoud-Primer amphfiaert. 
thrE- forward: 35 

5-ccc err tga cct ggt gtt ait g-3' 

thrE-reverse: 
5-CGC CTG CGG TIT CCT CTT-3' 



10 



15 



20 



45 



50 



Roche Diagnostics (Mannheim, Deutschland) sequenziert. ^ 
Universalprimer. 

5'-OTA AAA CGA CGG CCA GT-3' 

Reverseprimer: 65 
5*-GGA AAC AGC TAT GAC CAT G-3' 

Die Nukleotidsemtenz is, als SEQ-ID-No 3 wicdergegeben. Die crhaltene Nukleoudsequcnz wurde mit dem Pro- 



to 



15 



20 



25 
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Beispiel 3 

Expression des Gens thrE in Corynebacterium glutamicum 

Das unter Beispiel 2 beschriebene Gen thrE aus ^bacten^n 
den Veklor pZl kloniert (Menkel et aL Applied and ^^^^SuS S K to Gen toE emhaltendes 
den, Plasmid pUClfthrE mil ta n . 5 ^_XS^ «^2 Klenow-Enzym bebandelt. Das re- 
DNA-Fragment ausgeschmtten. D.e 3 - und 3 - tnd f^ S ne ^^ u 7d Iphosphorylierten Vektor pZl ligiert Mil 
suluerende DNA-Fragment wurde ,n den Breedings of the National Academy 

demgesam.enUga,ion^nsattwurdederE 

of Sciences of the Umtod States ot ^^^^^'.^^^'L^,^ identifiziert. Aus 2 Transformanten 
ihrer Kanamycinrcsistenz auf 50 ug/mL Kanamycin ^^^f^Snto^Kp-ScaWCbd-FnwiienB 
wurdendiePlasnudepriiparie,^ 

als Insert Uberpruft Das auf diese Weise en^dene, WUK j en die Plasmide pZl 

Mittels Elektroporation (Haynes et aL. FEMS ^^^^^{^^^St^Jim^-Mm 
undpZlthrEinden ^^^.^^^^^^^Z^ anhand ihrer Kanamycinresi- 
der EP-B-0 385 940 beschneben und als I*M5399 ~2L UmSSit (Liebl ct aL, FEMS Microbiology Letters 

pZlthrE. 

Beispiel 5 

Herstellung voa L-Threonin mil Brevibacterium flavum 

Zur Untersuchung ihrer T^reoninbildung wurden dre S = e E j^J-^^S^^i 
100 ml. Brain Heart Infusion-Medium m« 50 pg * JffiS K%(iTSSclridl6sung gewaschen und mit 
30°C vorkuttiviert. AnschlieBend wurden die Zellen eM . m ^ Xd " OWoousche Dichte bei 600 nm) 0.5 betrug. Das 
dieser Suspension je 60 mL CgXE-Medrnm so ange. 7£^* e -ggg C J™ of (1993) 175: 

Medium war identisch mit dem be. Kerlhauer et .^^X^ wuide bei 30°C iiber ei- 

5593-5o03),entMeltaberzusa.zu^ 

tels reversed phase IIPLC^^ 

Serie HP1100 (Hewlett-Packard, (Hewlett-Packard), 
wendet; die Systemsteuerung und dte Auswertung_ to ^en ^^Vorsaulenderivatisierung mit 20 uL ortho- 
1 pi. dcr zu analysierenden Ammosaurelosung w ^°' n Niederlande) gemischt. Die dabei 

Phmalaldehyd^-Mereapt(>ethanol-Femgreagenz(Prerce Euro^^ Chromatography (1983) 266: 

entstehenden fluoreszierenden. ? ios«K»«, I**Jote (Jo«a >*&^£^q&£&* S.beide 
471 482) wurden fiber «nc ikombtmerte Vbrsauk (40 £ J^^^S^^^GnKlientenp^grainm 
Saulen von der Rrma CS-Chromatographie-ServK^^^^ 72); ^ 

Die Ergebnisse sind in labelle 2 aufgefiihrt. 

Tabelle 2 



30 



35 



40 



45 



50 



65 



$5 


Staram 




L-Threonin (g/L) 








0 Std. 


24 Std. 


48 Std. 


72 Std. 


60 


DM368-2 pZl 


0 


0~46 


1727 


fTso 




DM368-2 pZlthrE 


0 


0,68 


1,71 


2,04 



Pfeil gekennzeichncL 



8 



DE 199 41 478 A 1 

gendc Bedeutung: 

- BgllT: Restriktionsendonuklease aus Bacillus globigii, 

- EcoRI: Restriklionsendonuklease aus Escherichia coin 

- EcoRV- Resiriktionsendonuklease aus Escherichia coli, 

- Sad: Restriktionsendonuklease aus Streptomyces achromogenes, 

- Xbal" Restriktionsendonuklease aus Xanthomonas badrii. 

- Xhol: Restrikuonsendonuklease aus Xanthomonas holcicola, 

- Amp: Ampicillinresistenzgen. 

- Kan: Kanamycinresistenzgen t 

- 'amp: 3-Teil des Ampicillinresistenzgens, 

- oriBR322: Replikationsregion des Plasmides pBR322. 



10 
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20 
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SEQUENZPROTOKOLL 

<110> Degussa-Huls AG 

Forschungszentrum-JQlich GmbH 

<120> Neue far das thrE-Gen codierende Nukleotidsequen2en und 

Verfahren zur fermentativen Herstellung von L-Threonin mit 
corynefonnen Bakterien. 

<130> 990079 BT 

<140> 
<141> 

<160> 4 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 2817 
<212> DNA 

<213> Corynebacterium glutamicura ATCC14752 

<220> 
<221> CDS 

<222> (398) . . (1864) 
<223> thrE-Gen 

<400> 1 

aatgaaataa tcccctcacc aactggcgac attcaaacac cgtttcattt ccaaacatcg 60 

agccaaggga aaagaaagcc cctaagcccc gtgttattaa atggagactc tttggagacc 120 

tcaagccaaa aaggggcatt ttcattaaga aaatacccct ttgacctggt gttattgagc 180 

tggagaagag acttgaactc tcaacctacg cattacaagt gcgttgcgct gccaattgcg 240 

ccactccagc accgcagatg ctgatgatca acaactacga atacgtatct tagcgtatgt 300 

gtacatcaca atggaattcg gggctagagt atctggtgaa ccgtgcataa acgacctgtg 360 

attggactct ttttccttgc aaaatgtttt ccagcgg atg ttg agt ttt gcg acc 415 

Met Leu Ser Phe Ala Thr 
1 5 

ctt cgt ggc cgc att tea aca gtt gac get gca aaa gee gca cct ccg 463 
Leu Arg Gly Arg lie Ser Thr Val Asp Ala Ala Lys Ala Ala Pro Pro 
10 15 20 

so cca teg cca eta gee ccg att gat etc act gac cat agt caa gtg gee 511 
Pro Ser Pro Leu Ala Pro He Asp Leu Thr Asp His Ser Gin Val Ala 
25 30 35 

ggt gtg atg aat ttg get gcg aga att ggc gat att ttg ctt tct tea 559 
55 Gly Val Met Asn Leu Ala Ala Arg He Gly Asp He Leu Leu Ser Ser 
40 45 50 

ggt acg tea aac agt gat acc aag gtg caa gtt cga gcg gtg acc tct 607 
Gly Thr Ser Asn Ser Asp Thr Lys Val Gin Val Arg Ala Val Thr Ser 
60 55 60 65 70 

gcg tat ggc ctg tac tat acg cat gtg gat ate acg ttg aat acg ate 655 
Ala Tyr Gly Leu Tyr Tyr Thr His Val Asp He Thr Leu Asn Thr He 
75 80 85 

65 



30 



35 



40 



45 



10 



DE 199 41 478 A 1 



acc ate ttc acc aac ate ggt gtg gag agg aag atg ccg gtc aac gtg 703 
Thr lie Phe Thr Asn lie Gly Val Glu Arg Lys Met Pro Val Asn Va*l 
90 95 .100 

ttt cat gtt gtg ggc aag ttg gac acc aac ttc tec aaa ctg tct gag 751 
Phe His Val Val Gly Lys Leu Asp Thr Asn Phe Ser Lys Leu Ser Glu 
105 110 115 

gtt gac cgt ttg ate cgt tec att cag get ggt get acc ccg cct gag 799 
Val Asp Arg Leu He Arg Ser He Gin Ala Gly Ala Thr Pro Pro Glu 
120 125 130 



10 



gtt gee gag aaa att ctg gac gag ttg gag caa teg cct gcg tct tat 847 
Val Ala Glu Lys He Leu Asp Glu Leu Glu Gin Ser Pro Ala Ser Tyr 

135 140 145 150 15 

ggt ttc cct gtt gcg ttg ctt ggc tgg gca atg atg ggt ggc get gtt 895 

Gly Phe Pro Val Ala Leu Leu Gly Trp Ala Met Met Gly Gly Ala Val 

155 160 165 

20 

get gtg ctg ttg ggt ggt gga tgg cag gtt tec eta att get ttt att ,943 

Ala Val Leu Leu Gly Gly Gly Trp Gin Val Ser Leu He Ala Phe He 

170 175 180 

acc gcg ttc acg ate att gee acg acg tea ttt ttg gga aag aag ggt 991 25 
Thr Ala Phe Thr He He Ala Thr Thr Ser Phe Leu Gly Lys Lys Gly 
185 190 195 

ttg cct act ttc ttc caa aat gtt gtt ggt ggt ttt att gee acg ctg 1039 
Leu Pro Thr Phe Phe Gin Asn Val Val Gly Gly Phe He Ala Thr Leu 
200 205 210 



30 



cct gca teg att get tat tct ttg gcg ttg caa ttt ggt ctt gag ate 1087 

Pro Ala Ser He Ala Tyr Ser Leu Ala Leu Gin Phe Gly Leu Glu He 

215 220 225 230 35 

aaa ccg age cag ate ate gca tct gga att gtt gtg ctg ttg gca ggt 1135 
Lys Pro Ser Gin He He Ala Ser Gly He Val Val Leu Leu Ala Gly 
235 240 245 

40 

ttg aca ctt gtg caa tct ctg cag gac ggc ate acg ggc get ccg gtg 1183 
Leu Thr Leu Val Gin Ser Leu Gin Asp Gly He Thr Gly Ala Pro Val 
250 255 260 

aca gca agt gca cga ttt ttt gaa aca etc ctg ttt acc ggc ggc att 1231 45 
Thr Ala Ser Ala Arg Phe Phe Glu Thr Leu Leu Phe Thr Gly Gly He 
265 270 275 

gtt get ggc gtg ggt ttg ggc att cag ctt tct gaa ate ttg cat gtc 1279 
Val Ala Gly Val Gly Leu Gly He Gin Leu Ser Glu He Leu His Val 50 
280 285 290 

atg ttg cct gee atg gag tec get gca gca cct aat tat teg tct aca 1327 

Met Leu Pro Ala Met Glu Ser Ala Ala Ala Pro Asn Tyr Ser Ser Thr 

295 300 305 310 55 

ttc gec cgc att ate get ggt ggc gtc acc gca gcg gec ttc gca gtg 1375 
Phe Ala Arg He He Ala Gly Gly Val Thr Ala Ala Ala Phe Ala Val 
315 320 325 

60 

ggt tgt tac gcg gag tgg tec teg gtg att att gcg ggg ctt act gcg 1423 
Gly Cys Tyr Ala Glu Trp Ser Ser Val He lie Ala Gly Leu Thr Ala 
330 335 340 

65 
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ctg atg ggt tct gcg ttt tat tac etc ttc gtt gtt tat tta ggc ccc 1471 
Leu Met Gly Ser Ala Phe Tyr Tyr Leu Phe Val Val Tyr Leu Gly P»o 
345 350 355 

gtc tct gec get gcg att get gca aca gca gtt ggt ttc act ggt ggt 1519 
Val Ser Ala Ala Ala lie Ala Ala Thr Ala Val Gly Phe Thr Gly Gly 
360 365 370 

ttg ctt gec cgt cga ttc ttg att cca ccg ttg att gtg gcg att gec 1567 
Leu Leu Ala Arg Arg Phe Leu lie Pro Pro Leu lie Val Ala lie Ala 
375 380 385 390 

ggc ate aca cca atg ctt cca ggt eta gca att tac cgc gga atg tac 1615 
Gly He Thr Pro Met Leu Pro Gly Leu Ala He Tyr Arg Gly Met Tyr 
395 400 405 

gee acc ttg aat gat caa aca etc atg ggt ttc ace aac att gcg gtt 1663 
Ala Thr Leu Asn Asp Gin Thr Leu Met Gly Phe Thr Asn He Ala Val 
410 415 420 

get tta gec act get tea tea ctt gec get ggc gtg gtt ttg ggt gag 1711 
Ala Leu Ala Thr Ala Ser Ser Leu Ala Ala Gly Val Val Leu Gly Glu 
425 430 435 

tgg att gee cgc agg eta cgt cgt cca cca cgc ttc aac cca tac cgt 1759 
Trp He Ala Arg Arg Leu Arg Arg Pro Pro Arg Phe Asn Pro Tyr Arg 
440 445 450 

gca ttt acc aag gcg aat gag ttc tec ttc cag gag gaa get gag cag 1807 
Ala Phe Thr Lys Ala Asn Glu Phe Ser Phe Gin Glu Glu Ala Glu Gin 
'455 460 465 470 

aat cag cgc egg cag aga aaa cgt cca aag act aat caa aga ttc ggt 1855 
Asn Gin Arg Arg Gin Arg Lys Arg Pro Lys Thr Asn Gin Arg Phe Gly 
475 480 485 

aat aaa agg taaaaatcaa ectgettagg cgtctttcgc ttaaatagcg 1904 
Asn Lys Arg 

tagaatatcg ggtcgatege ttttaaacac tcaggaggat ccttgccggc caaaatcacg 1964 
gacactcgtc ccaccccaga atcccttcac gctgttgaag aggaaacege agccggtgcc 2024 
cgcaggattg ttgccaccta ttctaaggac ttcttcgacg gcgtcacttt gatgtgcatg 2084 
ctcggcgttg aacctcaggg cctgcgttac accaaggtcg cttctgaaca cgaggaagct 2144 
cagecaaaga aggctacaaa gcggactcgt aaggcaccag ctaagaaggc tgctgctaag 2204 
aaaacgacca agaagaccac taagaaaact aetaaaaaga ccaccgcaaa gaagaccaca 2264 
aagaagtctt aagceggate ttatatggat gattccaata gctttgtagt tgttgctaac 2324 
cgtctgccag tggatatgac tgtccaccca gatggtagct atagcatctc ccccagcccc 2384 
ggtggccttg teaegggget ttcccccgtt ctggaacaac atcgtggatg ttgggtcgga 2444 
tggcctggaa ctgtagatgt tgcacccgaa ccatttcgaa cagataeggg tgttttgctg 2504 
caccctgttg tcctcactgc aagtgactat gaaggcttct acgagggctt ttcaaacgea 2564 
acgctgtggc ctcttttcca cgatttgatt gttactcegg tgtacaacac cgattggtgg 2624 
catgegttte gggaagtaaa cctcaagttc getgaagecg tgagccaagt ggcggcacac 2684 
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Gin Phe Gly Leu Glu lie Lys Pro Ser Gin lie He Ala Ser Gly He 
225 230 235 240 
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ggtgccactg tgtgggtgca ggactatcag ctgttgctgg ttcctggcat tttgcgccag 27 4 4 

* 

atgcgccctg atttgaagat cggtttcttc ctccacattc ccttcccttc ccctgatctg 2804 
ttccgtcagc tgc 2817 5 

<210> 2 
<211> 489 

<212> PRT 10 
<213> Corynebacterium glutamicum ATCC14752 

<400> 2 

Met Leu Ser Phe Ala Thr Leu Arg Gly Arg He Ser Thr Val Asp Ala 

15 10 15 15 

Ala Lys Ala Ala Pro Pro Pro Ser Pro Leu Ala Pro Xle Asp Leu Thr 
20 25 30 

Asp His Ser Gin Val Ala Gly Val Met Asn Leu Ala Ala Arg He Gly 20 
35 40 45 

Asp He Leu Leu Ser Ser Gly Thr Ser Asn Ser Asp Thr Lys Val Gin 
50 55 60 

Val Arg Ala Val Thr Ser Ala Tyr Gly Leu Tyr Tyr Thr His Val Asp 
65 70 75 80 

He Thr Leu Asn Thr He Thr He Phe Thr Asn He Gly Val Glu Arg 

85 90 95 30 

Lys Met Pro Val Asn Val Phe His Val Val Gly Lys Leu Asp Thr Asn 
100 105 110 

Phe Ser Lys Leu Ser Glu Val Asp Arg Leu He Arg Ser He Gin Ala 35 
115 120 125 

Gly Ala Thr Pro Pro Glu Val Ala Glu Lys lie Leu Asp Glu Leu Glu 
130 135 140 

40 

Gin Ser Pro Ala Ser Tyr Gly Phe Pro Val Ala Leu Leu Gly Trp Ala 
145 150 155 160 

Met Met Gly Gly Ala Val Ala Val Leu Leu Gly Gly Gly Trp Gin Val 

165 170 175 45 

Ser Leu He Ala Phe He Thr Ala Phe Thr He He Ala Thr Thr Ser 
180 185 190 

Phe Leu Gly Lys Lys Gly Leu Pro Thr Phe Phe Gin Asn Val Val Gly 50 
195 200 205 

Gly Phe He Ala Thr Leu Pro Ala Ser He Ala Tyr Ser Leu Ala Leu 
210 215 220 " 



55 



Val Val Leu Leu Ala Gly Leu Thr Leu Val Gin Ser Leu Gin Asp Gly 

245 250 255 60 

He Thr Gly Ala Pro Val Thr Ala Ser Ala Arg Phe Phe Glu Thr Leu 
260 265 270 

65 
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Leu Ph Thr Gly Gly II Val Ala Gly Val Gly Leu Gly lie Gin Leu 
275 280 285 



Ser Glu lie Leu His Val Met Leu Pro Ala Met Glu Ser Ala Ala Ala ' 



290 



295 



300 



10 



Pro Asn Tyr Ser Ser Thr Phe Ala Arg He II Ala Gly Gly Val Thr 

305 310 315 320 

Ala Ala Ala Phe Ala Val Gly Cys Tyr Ala Glu Trp Ser Ser Val He 
325 330 335 



He Ala Gly Leu Thr Ala Leu Met Gly Ser Ala Phe Tyr Tyr Leu Phe 
340 345 350 

Val Val Tyr Leu Gly Pro Val Ser Ala Ala Ala He Ala Ala Thr Ala 
355 360 365 



Val Gly Phe Thr Gly Gly Leu Leu Ala Arg Arg Phe Leu He Pro Pro 



370 



375 



380 



Leu He Val Ala He Ala Gly He Thr Pro Met Leu Pro Gly Leu Ala 
385 390 395 400 

25 He Tyr Arg Gly Met Tyr Ala Thr Leu Asn Asp Gin Thr Leu Met Gly 
405 410 415 

Phe Thr Asn He Ala Val Ala Leu Ala Thr Ala Ser Ser Leu Ala Ala 
420 425 430 

30 

Gly Val Val Leu Gly Glu Trp He Ala Arg Arg Leu Arg Arg Pro Pro 
435 440 445 

Arg Phe Asn Pro Tyr Arg Ala Phe Thr Lys Ala Asn Glu Phe Ser Phe 
35 450 455 * 460 

Gin Glu Glu Ala Glu Gin Asn Gin Arg Arg Gin Arg Lys Arg Pro Lys 
465 470 475 480 



40 Thr Asn Gin Arg Phe Gly Asn Lys Arg 
485 



45 <210> 3 

<211> 1909 
<212> 0NA 

<213> Corynebacterium glutamicum ATCC13032 

50 <220> 

<221> CDS 

<222> (280) . . (1746) 
<223> thrE-Gen 

55 <400> 3 

agcttgcatg cctgcaggtc gactctagag gatccccccc ctttgacctg gtgttattga 60 

gctggagaag agacttgaac tctcaaccta cgcattacaa gtgcgttgcg ctgccaattg 120 

60 cgccactcca gcaccgcaga tgctgatgat caacaactac gaatacgtat cttagcgtat 180 

gtgtacatca caatggaatt cggggctaga gtatctggtg aaccgtgcat aaacgacctg 240 
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tgattggact ctttttcctt gcaaaatgtt ttccagcgg atg ttg agt ttt gcg 

Met Leu Ser Phe Ala* 
1 5 



acc 
Thr 


ctt 
Leu 


cgt 
Arg 


ggc 
Gly 


cgc 
Arg 
10 


att 
He 


tea 
Ser 


aca 
Thr 


gtt 

Val 


gac 
Asp 
15 


get 
Ala 


gca 
Ala 


aaa 
Lys 


gcc 
Ala 


gca 
Ala 
20 


cct 
Pro 


ccg 
Pro 


cca 
Pro 


teg 
Ser 


cca 
Pro 
25 


eta 
Leu 


gcc 
Ala 


ccg 
Pro 


att 
He 


gat 
Asp 
30 


etc 
Leu 


act 
Thr 


gac 
Asp 


cat 
His 


agt 
Ser 
35 


caa 
Gin 


gtg 
Val 


gcc ggt 
Ala Gly 


gtg 
Val 
40 


atg 
Met 


aat 
Asn 


ttg 
Leu 


get 
Ala 


gcg 
Ala 
45 


aga 
Arg 


att 
He 


ggc 
Gly 


gat 
Asp 


att 
He 
50 


ttg 
Leu 


ctt 
Leu 


tct 
Ser 


tea ggt 
Ser Gly 
55 


acg 
Thr 


tea 
Ser 


aat 
Asn 


agt 
Ser 


gac 
Asp 
60 


acc 
Thr 


aag 
Lys 


gta 
val 


caa 
Gin 


gtt 
Val 
65 


cga 
Arg 


gca 
Ala 


gtg 
Val 


acc 
Thr 


tct 
Ser 
70 


gcg 
Ala 


tac 
Tyr 


ggt 
Gly 


ttg 
Leu 


tac 
Tyr 
75 


tac 
Tyr 


acg 
Thr 


cac 
His 


gtg 
Val 


gat 
Asp 
80 


ate 
He 


acg 
Thr 


ttg 
Leu 


aat 
Asn 


acg 
Thr 
85 


ate 
lie 


acc 
Thr 


ate 
He 


ttc 
Phe 


acc 
Thr 
90 


aac 
Asn 


ate 
He 


ggt 
Gly 


gtg 
Val 


gag 
Glu 
95 


agg 
Arg 


aag 
Lys 


atg 
Met 


ccg 
Pro 


gtc 
Val 
100 


aac 
Asn 


gtg 
Val 


ttt 
Phe 


cat 
His 


gtt 
Val 
105 


gta 
Val 


ggc 
Gly 


aag 
Lys 


ttg 
Leu 


gac 
Asp 
110 


acc 
Thr 


aac 
Asn 


ttc 
Phe 


tec 
Ser 


aaa 
Lys 
115 


ctg 
Leu 


tct 
Ser 


gag 

Glu. 


gtt 
Val 


gac 
Asp 
120 


cgt 
Arg 


ttg 
Leu 


ate 
He 


cgt 
Arg 


tec 
Ser 
125 


att 
He 


cag 
Gin 


get 
Ala 


ggt 
Gly 


gcg 
Ala 
130 


acc 
Thr 


ccg 
Pro 


cct 
Pro 


gag 
Glu 


gtt 

Val 
135 


gcc 
Ala 


gag 
Glu 


aaa 
Lys 


ate 
He 


ctg 
Leu 
140 


gac 
Asp 


gag 
Glu 


ttg 
Leu 


gag 
Glu 


caa 
Gin 
145 


tec 
Ser 


cct 
Pro 


gcg 
Ala 


tct 
Ser 


tat ggt 
Tyr Gly 
150 


ttc 
Phe 


cct 
Pro 


gtt 
Val 


gcg 
Ala 
155 


ttg 
Leu 


ctt 
Leu 


ggc 
Gly 


tgg 
Trp 


gca 
Ala 
160 


atg 
Met 


atg 
Met 


ggt 

Gly 


ggt 
Gly 


get 
Ala 
165 


gtt 

Val 


get 
Ala 


gtg 
Val 


ctg 
Leu 


ttg 
Leu 
170 


ggt 
Gly 


ggt 
Gly 


gga 
Gly 


tgg 
Trp 


cag 
Gin 
175 


gtt 
Val 


tec 
Ser 


eta 
Leu 


att 
He 


get 
Ala 
180 


ttt 
Phe 


att 
lie 


acc 
Thr 


gcg 
Ala 


ttc 
Phe 
185 


acg 
Thr 


ate 
He 


att 
He 


gcc 
Ala 


acg 
Thr 
190 


acg 
Thr 


tea 
Ser 


ttt 
Phe 


ttg 
Leu 


gga 
Gly 
195 


aag 

L y s 


aag 
Lys 


ggt ttg 
Gly Leu 


cct 
Pro 
200 


act 
Thr 


ttc 
Phe 


ttc 
Phe 


caa 
Gin 


aat 
Asn 
205 


att 

get 

Val 


att 

Val 


Gly 


ggt 
Gly 


ttt 

Phe 
210 


d 1 1 

He 


gcc 
Ala 


acg 
Thr 


ctg 
Leu 


cct 
Pro 
215 


gca 
Ala 


teg 
Ser 


att 
lie 


get 
Ala 


tat 
Tyr 
220 


tct 
Ser 


ttg 
Leu 


gcg 
Ala 


ttg 
Leu 


caa 
Gin 
225 


ttt 
Phe 


ggt 
Gly 


ctt 
Leu 


gag 
Glu 


ate 
He 
230 


aaa 
Lys 


ccg 
Pro 


age 
Ser 


cag 
Gin 


ate 
He 
235 


ate 
He 


gca 
Ala 


tct 
Ser 


gga 
Gly 


att 
He 
240 


gtt 
Val 


gtg 
Val 


ctg 
Leu 


ttg 
Leu 


gca 
Ala 
245 
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ggt ttg aca etc gtg caa tct ctg cag gac ggc ate acg ggc get ccg 1062 
Gly Leu Thr Leu Val Gin Ser Leu Gin Asp Gly He Thr Gly Ala Pro 
250 255 260 

gtg aca gca agt gca cga ttt ttc gaa aca etc ctg ttt ace ggc ggc 1110 
Val Thr Ala Ser Ala Arg Phe Phe Glu Thr Leu Leu Phe Thr Gly Gly 
265 270 275 

att gtt get ggc gtg ggt ttg ggc att cag ctt tct gaa ate ttg cat 1158 
lie Val Ala Gly Val Gly Leu Gly lie Gin Leu Ser Glu He Leu His 
280 285 290 



gtc atg ttg cct gec atg gag tec get gca gca cct aat tat teg tct 1206 
Val Met Leu Pro Ala Met Glu Ser Ala Ala Ala Pro Asn Tyr Ser Ser 
15 295 300 305 

aca ttc gee cgc att ate get ggt ggc gtc ace gca gcg gee ttc gca 1254 

Thr Phe Ala Arg lie He Ala Gly Gly Val Thr Ala Ala Ala Phe Ala.:;*- 
310 315 320 325 

20 

gtg ggt tgt tac gcg gag tgg tec teg gtg att att gcg ggg ctt act 1302 

Val Gly Cys Tyr Ala Glu Trp Ser Ser Val He He Ala Gly Leu Thr 
330 335 340 

25 gcg ctg atg ggt tct gcg ttt tat tac etc ttc gtt gtt tat tta ggc 1350 
Ala Leu Met Gly Ser Ala Phe Tyr Tyr Leu Phe Val Val Tyr Leu Gly 
345 350 355 

ccc gtc tct gee get gcg att get gca aca gca gtt ggt ttc act ggt 1398 
™ Pro Val Ser Ala Ala Ala He Ala Ala Thr Ala Val Gly Phe Thr Gly 
360 365 370 

ggt ttg ctt gee cgt cga ttc ttg att cca ccg ttg att gtg gcg att 1446 
Gly Leu Leu Ala Arg Arg Phe Leu He Pro Pro Leu He Val Ala He 
35 375 380 385 

gee ggc ate aca cca atg ctt cca ggt eta gca att tac cgc gga atg 14 94 

Ala Gly lie Thr Pro Met Leu Pro Gly Leu Ala He Tyr Arg Gly Met 
390 395 400 405 

40 

tac gee acc ctg aat gat caa aca etc atg ggt ttc acc aac att gcg 1542 

Tyr Ala Thr Leu Asn Asp Gin Thr Leu Met Gly Phe Thr Asn He Ala 
410 415 420 

45 gtt get tta gee act get tea tea ctt gec get ggc gtg gtt ttg ggt 1590 
Val Ala Leu Ala Thr Ala Ser Ser Leu Ala Ala Gly Val Val Leu Gly 
425 430 435 

gag tgg att gec cgc agg eta cgt cgt cca cca cgc ttc aac cca tac 1638 
50 Glu Trp He Ala Arg Arg Leu Arg Arg Pro Pro Arg Phe Asn Pro Tyr 
440 ' 445 450 

cgt gca ttt acc aag gcg aat gag ttc tec ttc cag gag gaa get gag 1686 
Arg Ala Phe Thr Lys Ala Asn Glu Phe Ser Phe Gin Glu Glu Ala Glu 
55 455 460 465 

cag aat cag cgc egg cag aga aaa cgt cca aag act aat cag aga ttc 1734 , 
Gin Asn Gin Arg Arg Gin Arg Lys Arg Pro Lys Thr Asn Gin Arg Phe 
470 475 480 485 



ggt aat aaa agg taaaaatcaa ectgettagg cgtctttcgc ttaaatagcg 1786 
Gly Asn Lys Arg 

tagaatatcg ggtcgatege ttttaaacac tcaggaggat ccttgccggc caaaatcacg 1846 



16 



DE 199 41478 Al 



gacactcgtc ccaccccaga atcccttcac gctgttgaag aggaaaccgc agccggggta 1906 
ccg 1909 

<210> 4 
<211> 489 
<212> PRT 

<213> Corynebacterium glutamicum ATCC13032 
<400> 4 

Met Leu Ser Phe Ala Thr Leu Arg Gly Arg He Ser Thr Val Asp Ala 
15 10 15 

Ala Lys Ala Ala Pro Pro Pro Ser Pro Leu Ala Pro He Asp Leu Thr 
20 25 30 

Asp His Ser Gin Val Ala Gly Val Met Asn Leu Ala Ala Arg He Gly 
35 40 45 

Asp He Leu Leu Ser Ser Gly Thr Ser Asn Ser Asp Thr Lys Val Gin 
50 55 60 



Phe Leu Gly Lys Lys Gly Leu Pro Thr Phe Phe Gin Asn Val Val Gly 
195 200 205 

Gly Phe He Ala Thr Leu Pro Ala Ser lie Ala Tyr Ser Leu Ala Leu 
210 215 220 



10 



15 



20 



Val Arg Ala Val Thr Ser Ala Tyr Gly Leu Tyr Tyr Thr His Val Asp 

65 70 75 80 25 

He Thr Leu Asn Thr He Thr He Phe Thr Asn lie Gly Val Glu Arg 

85 90 * 95 

Lys Met Pro Val Asn Val Phe His Val Val Gly Lys Leu Asp Thr Asn 30 

100 105 110 

Phe Ser Lys Leu Ser Glu Val Asp Arg Leu He Arg Ser lie Gin Ala 

115 120 125 

35 

Gly Ala Thr Pro Pro Glu Val Ala Glu Lys He Leu Asp Glu Leu Glu 

130 135 140 

Gin Ser Pro Ala Ser Tyr Gly Phe Pro Val Ala Leu Leu Gly Trp Ala 

145 150 155 " 160 40 

Met Met Gly Gly Ala Val Ala Val Leu Leu Gly Gly Gly Trp Gin Val 

165 170 175 

Ser Leu lie Ala Phe He Thr Ala Phe Thr lie lie Ala Thr Thr Ser 45 

180 185 190 



50 



Gin Phe Gly Leu Glu lie Lys Pro Ser Gin lie lie Ala Ser Gly He 

225 230 235 240 55 

Val Val Leu Leu Ala Gly Leu Thr Leu Val Gin Ser Leu Gin Asp Gly 
245 250 255 

lie Thr Gly Ala Pro Val Thr Ala Ser Ala Arg Phe Phe Glu Thr Leu 6o 

260 265 270 

Leu Phe Thr Gly Gly lie Val Ala Gly Val Gly Leu Gly lie Gin Leu 
275 280 285 

65 
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to 



15 



Ser Glu lie Leu His Val M t Leu Pro Ala Met Glu Ser Ala Ala Ala 
290 295 300 

Pro Asn Tyr Ser Ser Thr Phe Ala Arg II lie Ala Gly Gly Val Thr 
305 310 315 320 

Ala Ala Ala Phe Ala Val Gly Cys Tyr Ala Glu Trp Ser Ser Val He 
325 330 335 

He Ala Gly Leu Thr Ala Leu Met Gly Ser Ala Phe Tyr Tyr Leu Phe 
340 345 350 

Val Val Tyr Leu Gly Pro Val Ser Ala Ala Ala He Ala Ala Thr Ala 
355 360 365 

Val Gly Phe Thr Gly Gly Leu Leu Ala Arg Arg Phe Leu lie Pro Pro 
370 375 380 

Leu He Val Ala He Ala Gly He Thr Pro Met Leu Pro Gly Leu Ala 
20 385 390 395 400 

He Tyr Arg Gly Met Tyr Ala Thr Leu Asn Asp Gin Thr Leu Met Gly 
405 410 415 

25 Phe Thr Asn He Ala Val Ala Leu Ala Thr Ala Ser Ser Leu Ala Ala 
420 425 430 

Gly Val Val Leu Gly Glu Trp He Ala Arg Arg Leu Arg Arg Pro Pro 
435 440 445 

Arg Phe Asn Pro Tyr Arg Ala Phe Thr Lys Ala Asn Glu Phe Ser Phe 
450 455 460 

Gin Glu Glu Ala Glu Gin Asn Gin Arg Arg Gin Arg Lys Arg Pro Lys 
35 465 470 475 480 

Thr Asn Gin Arg Phe Gly Asn Lys Arg 
485 



30 



40 



Patentanspriiche 



1 . In coryneformen Mikroorganismen rcpUzicrbare, bcvorzugt rekombinante DNA mit der Herkunft Corynebacte- 
riura, die zumindest eine Nukleotidsequenz enthalt, die fur das thrE-Gen codiert. 
45 2. Replizierbare DNA gema*B Anspruch 1 rait 

(i) den Nukleotidsequenzen, gezeigt in SEQ-ED-No. 1, oder SEQ-ID-No. 3, die fur das thrE-Gen codieren, 
oder 

(ii) mindestens einer Sequenz, die den Squenzen (i) innerhalb des Bereichs der Degeneration des geneiischen 
Codes entspricht, oder 

50 (iii) mindestens einer Sequenz, die mit den zu den Sequenzen (i) oder (ii) komplementaren Sequenzen hybri- 

disiert und/oder gegebenenfalls 
(iv) funktionsneutralen Sinnmutationen in (i). 
3. Aminosauresequenz des Proteins, abgeleitet aus den Nukleotidsequenzen gemafi den Anspriichen 1 oder 2, dar- 
gestellt in der SEQ-ID-No. 2 und der SEQ-ID-No. 4. 
S5 4. Coryneforme Mikroorganismcn, insbesondere der Gattung Coryncbacterium, transformiert durcb die Einflih- 
rung einer oder mchrcrer der repiizierbaren DNA gemafi einem der Anspriichc 1 oder 2. 

5. Coryncbacterium glutamicum DM368-2 pZlthrE, hinterlegt unter der Nummer DSM 12840. 

6. Verfahren zur Herstellung von L-Threonin durch Fermentation coryneformer Bakterien, dadurch gekennzeich- 
net, dafi man Bakterien einsetzt, in denen Nukleotidsequenzen, codierend fur das thrE-Gen, verstarkt, insbesondere 

60 uberexprimiert werden. 

7. Verfahren gemafl Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, da6 man Bakterien einsetzt, in denen zus&tzlich eines 
oder mehrere Gene des Threonin-Biosyntheseweges verstarkt 

8. Verfahren gemSfi den Anspriichen 6 und 7, dadurch gekennzeichnet, daB man einen mit einem Plasjnidvektor 
transforniierten Stanim einsetzt und der Plasmidvektor die lur das thrE-Gen codierende Nucleotidsequenz iragL 

65 9. Verfahren gemSB den Anspriichen 6 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB man das thrE-Gen in Mikroorganismen 
Uberexprimiert, die weitere MetaboUt- bzw. Antimetabobt-Resistenzmutationen aufweisen. 
10. Verfahren gemafi den Anspriichen 6 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB man die Mikroorganismen zurErzie- 
lung der Oberexpression in geandcrtcn Kultunnedien fermentiert und/oder die Fcnncntationsflihrung andert. 
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11. Verfahren gemaB den Anspriichen 6 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB man Mikroorganismcn eihsetzt, in de- 
ncn die Stofrwechselwege zumindcst teilweise ausgcschaltet sind, die die Threoninbildung vcrringern. 

12. Verfahren gemaB den Anspriichen 6 bis 1 1 , dadurch gekennzeichnet, daB man Mikroorganismcn einsetxt, in dc> 
nen man zusatzlich zum thrE-Gen die Obrigen Gene des Stofrwechselweges der Threoninbildung, einzeln oder ge* 
raeinsam versrarkt (Qberexprimiert). 5 

13. Verfahren zur Hcrstellung von L-Threonin t dadurch gekennzeichnet, daB man folgcnde Schritte durchfuhrt: 

a) Fermentation von Mikroorganismen gemaB einem oder mehreren der vorhergehenden Anspriiche, in denen 
zuraindest das thrE-Gen verstarkt (ttberexpriraiert) wird, ggf. in Kombination mil weiteren Genen, 

b) Anreicherung des L-Threonins im Medium oder in den Zellen der Mikroorganismen und 

c) Isolieren des L-Threonins. io 

14. Verfahren gemaB einem oder mehreren der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB man Mi- 
kroorganismen der Gaming Corynebacterium einsetzt, 

15. Verfahren zur Isolierung des thrE-Gens, dadurch gekennzeichnet, daB man als Indikatorstamme im thrE-Gen 
defekte Mutanten, vorzugsweise coryneformer Bakterien gewinnt, die auf einem ein Threonin-haltiges Oligopeptid 
enthaltenden Nahrmedium nicht oder nur gcring wachscn und is 

a) das thrE-Gen nach dem Anlegen einer Genbank idenufiziert und isoliert oder 

b) im Fall der Transposon-Mutagenese auf das bevorzugt eine Antibiotikaresistenz enthaltende Transposon 
selektiert und so das thrErGen erhalL 
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